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© Erfindungsgemaft wird die absolute Konfiguration von 
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und die dabei eingesetzten Zwischenprodukte offenbart. 
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Beschreibung 

[0001] ErfindungsgemaB wird die absolute Konfiguration von Tubulysin, ein Verfahren zur Herstellung von Tubulysi- 
nen und die dabei eingesetzten Zwischenprodukte offenbart. 
5 [0002] Vor kurzem haben wir die Tubulysine (1) als eine neue, auf das Tubulin- Skelett wirkende, Substanzfamilie aus 
Myxobakterien in Irsee vorgestellt [1]. Im Gegensatz zu den Epothilonen zeigen diese eine mikrotubuli-abbauende Wir- 
kung sowie die vermehrte Ausbildung von Zentrosomen [1] (s. Abb. 1). Mit einer Cytotoxizitat von IC50 = 10-500 pg 
sind die Tubulysine als potentielle Cytostatika von besonderem Interesse. 

[0003] Die Aufklarung der Konstitution erfolgte mit spektroskopischen Methoden, insbesondere 2D-NMR-Techniken, 
10 und durch Einbau von 13 C-markiertem Acetat und Methionin. Aufgrund der auBergewohnlichen Aktivitat und einer in- 

teressanten Ahnlichkeit zu dem analog wirkenden Dolastatin 10[2a] (s. Abb. 2) wurde ein Programm zur Aufklarung der 

absoluten Konfiguration sowie anschlieBender Totalsynthese des Tetrapeptids in Angriff genommen. 

[0004] Die Konfigurationszuordnung erfolgte durch Vergleich der durch Totalhydrolyse erhaltenen Aminos auren mit 

den entsprechenden Synthese-Intermediaten mittels GC- und HPLC-Analytik. Die Tubulysine enthalten nur eine protei- 
15 nogene (natiirliche) Aminosaure, Isoleucin. Fiir die Synthese der drei weiteren Bestandteile wurde erfindungsgemaB stets 

ein enantio- bzw. diastereoselektiver Syntheseweg entwickelt. 

[0005] Es zeigen: 

[0006] Fig. 1: Vermehrte Ausbildung von Zentrosomen und Abbau der Mikrotubuli bei Tubulysin D Zugabe 

(0,5 ng/ml, PtK 2 Zellen der Beutelratte); 
20 [0007] Fig. 2: Tubulysine A-F, Biogenesestudie und Vergleich mit Dolastatin 10 bzw. Lu 103793 [2b]; 

[0008] Fig. 3a: 'H-NMR-Spektrum von Tubulysin A (MSO, 400 MHz); 

[0009] Fig. 3b: 13 C-NMR-Spektrum von Tubulysin A (DMSO, 400 MHz); 

[0010] Fig. 4: GC-Spektren von Baustein I (FS-Hydrodex (3-3P, 25 m, 120°C); 

[0011] Fig. 5: GC-Spektren von Baustein II (Permabond L-Chirasil-Val, 25 m, 80°C); 
25 [0012] Fig. 6: GC-Spektren von Baustein IV (FS-Hydrodex p-3P, 25 m, 165°C); 

[0013] Fig. 7: Relative Konfiguration von 16 (6 in ppm) (W. A. Konig et al. Liebigs Ann. Chem., 1987, 803-807); 

[0014] Fig. 8: GC-Spektren von Baustein III (Permabond L-Chirasil-Val, 25 m, 80°C); 

[0015] Fig. 9: Absolute Konfiguration von Tubulysin 1; 

30 Synthese der Aninosaurebausteine 

Baustein I: N-Methyl-pipecolinsaure (Mep) 

[0016] Enantiomerenreine N-Methyl-pipecolinsaure 3 wurde durch reduktive Aminierung von L-Pipecolinsaure 2 dar- 
35 gestellt (s. Schema 1). Racemische N-Methyl-pipecolinsaure 3* wurde durch Verseifung von kauflichem Ethylester-Ra- 
cemat hergestellt. 

Schema 1 Synthese von L-N-Methyl-pipecolinsaure 
40 ^ [0C] D = -52 (0 = 0,9 H 2 0) 

Lit. 3: 

OH 



45 




HCHO, EtOH 
Pd-C, H 2 




[a] D = -60 (c = 2,2 H 2 0) 



50 



55 



Baustein II: Isoleucin (He, allo-Ile) 
[0017] Alle GC-Derivate wurden direkt aus den kauflichen Isoleucin- bzw. allo-Isoleucin-Enantiomeren dargestellt. 
Baustein HI: 2-(3- Amino- l-hydroxy-4- methyl- pen tyl)-thiazol-4-carbonsaure (Tubuvalin, Tuv) 



[0018] Ausgehend von N-Cbz-L-Valin 4 wurde der Aminoalkohol 5 dargestellt, der nach Swern-Oxidation mit dem 
Thiazol-Wittig- Ylid 6 zum Enolether 7 umgesetzt wurde. 

[0019] Saure Hydrolyse des Enolethers lieferte Keton 8, welches durch Reduktion mit Natriumborhydrid in die diaste- 
60 reomeren, geschiitzten Tuv-Analoga 9a/b iiberfuhrt wurde. Entsprechend wurde auch das Racemat 8* erhalten (s. 
Schema 2) 
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Schema 2 Darstellung des Bausteins III (9) 

CbzNH CbzNH 
\^k^,OH 1)EtOCOCI,NE t3 V^A^OH 1)Swem-Oxidat ion 
J J 2) NaBH 4 , THF ] 2) DBU, 

MeO 




Ph 3 + P IJ 
Br" 

6 



C0 2 Et 



CbzNH OMe 




HCI (35%) 
THF, RT 



CbzNH O 



CQ 2 Et 




CQ 2 Et 



8 



NaBH 4 , EtOH 



CbzNH OH 




CQ 2 Et 



9a/b 



Baustein IV: 4-Amino-5-phenyl-2-methyl-pentansaure (Tubuphenylalanin, Tup) 

[0020] N-BOG-L-Phenylalanin 10 wurde durch Reduktion, Reoxidation mittels Swern-Oxidation und abschliefiende 
Wittig-Reaktion um eine C3-Einheit verlangert. Es wurden zwei Produkte erhalten, bei denen es sich um das offenkettige 
E-Additionsprodukt 13 sowie das Lactam 12 handelte. Chromatographische Trennung und Hydrierung lieferte aus 13 ein 
2 : 1 Isomerengemisch 15a/b, wahrend aus 12 nur das BOC-geschiitzte Lactam 14 mit 2R/4R-Konfiguration entstand. 
Nach Ringoffnung und Veresterung mit Diazomethan wurde hieraus diastereomerenreines 15b erhalten (s. Schema 3). 
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Schema 3 Aufbau von Baustein IV ausgehend von Phenylalanin 



BOCNH BOCNH 

= LiAIH. THF = 




Ph O Ph O 

30 15a/b 

Konfigurationsaufklarung durch GC-Vergleich an chiralen Phasen 

35 Totalhydrolyse und Derivatisierung 

[0021] Tubulysin wurde fur 12 h mit 6 N Salzsaure, bzw. fiir die Bestimmung von Baustein IV mit Hydrazin-Hydrat 
bei 100°C abgebaut. AnschlieBende Veresterung mit methanolischer bzw. ethanolischer Salzsaure bei 100°C und Acy- 
lierung mit Trifluoressigsaureanhydrid lieferte die fiir die Messungen verwendeten Derivate. Die synthetisch aufgebau- 
40 ten Vergleichssubstanzen wurden unter identischen Bedingungen derivatisiert. 

[0022] Da bei saurer Hydrolyse eine teilweise Epimerisierung an C-2 des Bausteins IV aufgetreten war, wurde fiir die 
Bestimmung der C-terminalen Aminosaure Hydrazin-Hydrat, ohne beobachtbare Epimerisierung, eingesetzt. 

Konfigurationsaufklarung von Baustein HI 

45 

[0023] Die Zuordnung der absoluten Konfiguration von Baustein HI sollte zunachst wie bereits fiir die anderen Bau- 
steine beschrieben erfolgen. Uberraschenderweise wurde nach der Derivatisierung von reinem 9a eine starke Racemisie- 
rung des benzylischen Zentrums festgestellt (20^40%). Dies war bei der Derivatisierung von Tubulysin ebenfalls zu be- 
obachten (vollstandige Racemisierung), weshalb eine direkte Zuordnung auf diesem Weg nicht moglich war. 
50 [0024] Im Verlauf der Hydrolyse der beiden O-Acylgruppen konnten wir ein Tubuly sin-Deri vat 16 mit cyclischem 
N,0- Acetal isolieren, welches zweifelsfrei zumindest die relative Konfigurationszuordnung der beiden Zentren ermog- 
lichte (s. Schema 4). 
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Schema 4 Synthese eines Tubuly sin-Deri vats mit cyelischem Acetal 




[0025] Durch Vergleich der NMR-Daten von 16 mit Literaturwerten wurde fur Baustein HI eine relative trans-Konfi- 
guration abgeleitet (s. Abb, 7). 

[0026] Der Versuch, die noch fehlende absolute Konfiguration an C-3' durch Vergleich auf der Keto-Stufe 8 (s. Schema 35 
5) durchzufuhren, scheiterte, da auf verschiedenen chiralen GC- und HPLC-Saulen keine Trennung der Enantiomeren er- 
reicht werden konnte. Ein weiterer Abbau sollte nun durch Bayer-Villiger-Oxidation/ -Hydrolyse und Vergleich der Pro- 
dukte mit Valinol bzw. Homovalin erfolgen. Da die Reaktion selbst mit Pertrifluoressigsaure extrem langsam verlief (< 
2% Umsatz in 7d), wurde ein ozonolytischer Abbau untersucht. Umsetzung von 8 mit Trimethylsilyltrifludrmethansul- 
fonat lieferte zunachst Silylenolether 17, der nach Ozonolyse und oxidativer Aufarbeitung sowie Veresterung zu N-Cbz- 40 
Valinethylester abgebaut wurde (s. Schema 5). 



Schema 5 Abbauversuche ausgehend von Keton 8 

CbzNH O O 




2)H 2 0 2 

Valinol Va|in 
Homovalin 

[0027] Durch Anwendung dieser Abbau-Sequenz auf die aus Tubulysin hergestellte Aminosaure 19 konnte nun dem 
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letzten Stereozentrum die L-Konfiguration zugeordnet werden (s. Schema 6 und Abb. 8). 

Schema 6 Abbau von Tubulysin zu 20 




o ^y^ OAc 



OCOR 1 




COOH 



1)6NHCI, 100 *c f 15h 



2) AcCI, EtOH , 100°C 

3) TFAA 



20 



25 




TPAP. CH 3 CN 



OEt 




18 



19 



OEt 



30 



1) TMSOTf, NEt 3 

2) 0 3 , CHCI 3 , RT 

3) NaOH, H 2 O z 

4) AcCI, EtOH 



35 



40 




OEt 



20 

[0028] Aus den Ergebnissen der GC-Untersuchungen ergibt sich fur Tubulysin folgende absolute Konfiguration (s. 
45 Abb. 9): 

[0029] Zunachst sollte eine konvergente Totalsynthese von Tubulysin D unter weitgehender Verwendung der bisher 
dargestellten Aminosauren durchgefuhrt werden (s. Schema 9). N-Methylpipecolinsaure wurde in racemischer Form ein- 
gesetzt, eine Trennung erfolgte dann auf der Dipeptid-Stufe 27a/b. Baustein EI wurde wie bereits beschrieben syntheti- 
siert, der entscheidende Punkt ist hier der selektive Aufbau des Amidoacetals (s. Schema 7). Es ist vorgesehen, die 2'-Hy- 
50 droxyfunktion im Baustein erst auf einer moglichst spaten Stufe durch Reduktion des Ketons einzufuhren. 

Schema 7 Synthese von Baustein-II 22 

o 

1)NaOH, H 2 0 
C0 2 Et 2) TMSEOH, DCC 



55 



CbzNH O 



60 




3) NaH, O 

R A O^CI 




4) TBAF 



21 



65 [0030] Die Synthese von Baustein IV 25 wird durch Methylierung der Aminosaure in 2-Position unter Verwendung ei- 
nes Evans- Auxiliars erreicht (s. Schema 8). 
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Ph 



11 



HNBoc 



OH 



1 ) Swern Oxidatio n 

2) Wittig-Reaktion 

3) H 2 , Pd-C 



Schema 8 Synthese von Baustein-IV 25 
HNBoc 



*C0 2 Et 



23 



1) NaOH, H 2 0 

2) PivCl, NEtj 
Evans Auxi l ia r 

3) NaHMDS, Mel 

4) , H 2 0 2 , LiOH 




HNBoc 



^C0 2 H 



24 



1) TMSEOH, DCC 

2) CF 3 C0 2 H/CH 2 CI 2 



NH, 



2 = 



25 



v C0 2 TMSE 



Schema 9 Kupplungsstrategie 




1. PFPOTFA 2. NEt 3 /Pd/C, H 2 




1. NaBH 4 

2 ' Ac 2° ^Tubulysine 

3. TBAF 

[0031] AbschlieBende Reduktion und Acetylierung an C-l' von Tuv, Trennung der Diastereomeren und Abspaltung 
des TMSE-esters liefert 1. 

Reagenzien auf S. 7 

DECP/NEt 3 : Phosphonsaurediethylester-cy anid/Triethylamin 

PEPOH/DCC: Pentafluorphenol/Dicyclohexylcarbodiimid 

PEPOTFA: Pentafluorphenol-Trifluoracetat 

Ac 2 0: Essigsaureanhydrid 

TBAF: Tetrabutylammoniumfluorid 
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[0032] Es ist uns gelungen, die absolute Konfiguration von Tubulysin durch Abbau und Vergleich mit Referenzsub- 
stanzen aufzuklaren. Die fiir die vier Aminosaure-Bausteine entwickelten Synthesen erlauben nun eine konvergente To- 
talsynthese der durch Isolierung nur in auBerst geringen Mengen zuganglichen natiirlichen Tubulysine A-F. Dariiber hin- 
aus erlaubt es diese Strategie, durch Variation der vier Bausteine eine Bibliothek von stereoisomeren und strukturanalo- 
gen Tubulysinen herzustellen. 

Literatur 

1) Sasse et al. (Poster) 10. Irseer Naturstofftage der Dechema e. V., Irsee, 1998. 

2) a. G. R. Pelitt et al, J. Nat. Prod. 1981, 44, 482^85; b. M. DeArruda et al, Cancer Res. 1995, 55, 3085-3092. 

3) J. Lukas et al. Collect. Czech. Chem. Commun. 1957, 22, 286. 

4) A. M. P. Koskinen et al. J. Org. Chem. 1998, 63, 92-98. 

[0033] In der Beschreibung und den Anspriichen konnen R, Rl und R2 unabhangig voneinander ein H-Atom, eine Al- 
ky lgruppe, eine Ary lgruppe oder eine Heteroary lgruppe darstellen. 

[0034] Vorzugsweise ist eine Alkylgrppe eine CI -6- Alky lgruppe, weist eine Arylgruppe bis zu vier gegebenenfalls an- 
nelierte Ringe auf und weist eine Heteroarylgruppe bis zu vier gegebenenfalls annelierte Ringe auf, wobei jeder Ring bis 
zu drei Heteroatome wie z. B. N, O oder S-Atome enthalten kann. 

Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 



25 



30 




35 



40 



45 



50 



worin R 1 ein H-Atom, eine Alkylgruppe, eine Arylgruppe oder eine Heteroarylgruppe ist und R 2 ein H-Atom oder 
eine OH-Gruppe ist, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

a) eine Verbindung der Formel 3* 



mit einer Verbindung der Formel 26 
D 

^ "OBn 




55 



60 



zu einer Verbindung der Formel 27b 
H 0 




umgesetzt wird; 

b) eine Verbindung der Formel 22 
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o 

R^O' "NCbzO 

in der R 1 ein H-Atom, eine Alkylgruppe, eine Arylgruppe oder eine Heteroarylgruppe ist 

mit einer Verbindung der Formel 25 10 
Ph * JL 



15 



zu einer Verbindung der Formel 28 




1 28 



umgesetzt wird; 

c) die Verbindung der Formel 27b mit der Verbindung der Formel 28 zu einer Verbindung der Formel 29 




25 



30 



CO*TMSe 



umgesetzt wird; 35 

d) die Ketogruppe am l'-C-Atom der Verbindung der Formel 29 in eine Acetylgruppe umgewandelt wird; 

e) die Diastereomeren getrennt werden, und 

f) der TMSE-Ester in eine COOH-Gruppe umgewandelt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt a) Phosphonsaurediethylester-cyanid/Trie- 
thylamin eingesetzt wird. 40 

3. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt b) Pentafluorphenol/ 
Dicyclohexylcarbodiimid eingesetzt wird. 

4. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt c) zunachst Penta- 
fluorphenol- Trifluoracetat und dann Triethylamin/Pd/C, H2 eingesetzt wird. 

5. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt d) zunachst die Ke- 45 
togruppe reduziert und dann das 1-C-Atom acetyliert wird. 

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt f) Tetrabutylammo- 
niumfluorid eingesetzt wird. 

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB R eine CI -6- Alkylgruppe, 
eine Arylgruppe mit bis zu vier gegebenenfalls annelierten Ringen oder eine Heteroarylgruppe mit bis zu vier ge- 50 
gebenenfalls annelierten Ringen ist, wobei jeder Ring bis zu drei Heteroatome wie z. B. N, O oder S-Atome enthal- 

ten kann. 

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB daB R eine Ethyl-, Propyl-, i- 
Butyl, sec-Butyl oder tert.-Butylgruppe ist. 

9. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung der Formel 3 55 
als Racemat eingesetzt wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung der Formel 3 als L- 
Enantiomeres eingesetzt wird. 

1 1 . Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung der Formel 

26 als Diastereomerengemisch eingesetzt wird. 60 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung der Formel 26 in 
der allo-Form eingesetzt wird. 

13. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung der Formel 
22 als Diastereomerengemisch eingesetzt wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung der Formel 22 dia- 65 
stereomerenrein eingesetzt wird. 

15. Verbindung der Formel 9a/b 
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CbzNH OH 




16. Verbindung nach Anspruch 16 mit einer R,R-, S,S-, R,S- oder S,R-Konfiguration. 

17. Verbindung der Formel 8 



CbzNH O 




0O 2 EX 



dadurch gekennzeichnet, daB sie als L-Form oder als Racemat vorliegt. 

18. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, daB eine Ver- 
bindung der Formel 8 - vorzugsweise mit Natriumborhydrid in einem Alkohol - reduziert wird. 

19. Verbindung der Formel 22 




CO^H 



worin R 1 ein H-Atom, eine Alkylgruppe, eine Arylgruppe oder eine Heteroarylgruppe ist. 

20. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung 
der Formel 8 

a) gegebenenfalls mit NaOH in H 2 0 und 

b) gegebenenfalls mit TMSEOH und DCC versetzt wird und 

c) gegebenenfalls in Gegenwart von NaH mit einer Verbindung der Formel 21 

o 

umgesetzt und dann 

d) gegebenenfalls mit Tetrafluorbutylammoniumfluorid versetzt wird. 

21. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 8 dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der 
Formel 7 

CbzNH OMe 
? 1 A 



C0 2 Et 




vorzugsweise in Gegenwart einer sauren Verbindung hydrolysiert wird. 

22. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 7 dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der 
Formel 5 



CbzNH 




5 



oxidiert und mit einer Verbindung der Formel 6 
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Br* ^ C0 2 Et 

umgesetzt wird. 

23. Verbindung der Formel 15b 

BOCNH ^ 10 
r OMa 

Ph O 

15 

155> 

24. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 15b dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der 
Formel 14 

_ 20 



BOCN— f 



Ph 25 

14 

einer Ringoffnung unterworfen und das entstandene Produkt verestert wird. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung 15b diastereomerenrein ist. 

26. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 14 dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der 30 
Formel 12 

BOCN- 

35 



BOCN-^f 



Ph 

12 

hydriert wird. 40 
27. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 12 dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der 
Formel 1 1 

BOCNH 

f .OH 45 



Ph 

11 

oxidiert und dann um eine C3-Einheit verlangert wurde. 50 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB die Oxidation eine Swern-Oxidation ist. 

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 27 oder 28, dadurch gekennzeichnet, daB die Verlangerung um eine C 3 - 
Einheit durch eine Wittigreaktion erfolgt. 

30. Verbindung der Formel 25 

25 

60 

31. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 25, dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der 
Formel 24 

HN80C 1 
! I 



C0 2 H 
24 
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mit TNSEOH und DCC und dann mit CF3CO2H/CH2CI2 umgesetzt wird. 

32. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 24, dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der 
Formel 23 

HNBoc 
i 



*CQ z Et 

in 2-Position methyliert wird, wobei ein Evans-Auxiliar eingesetzt werden kann, und die Esterfunktion dann hydro- 
lysiert wird. 

33. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 23, dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der 
Formel 11 

HNBoc 
11 OH 

zunachst einer Oxidation unterzogen wird und dann im Rahmen einer Wittig Reaktion umgesetzt wird. 

34. Verfahren zur Herstellung von einer Verbindung der Formel 3 



I o 

3 

dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der Formel 2 
H O 



reduktiv aminiert wurde. 

35. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindungen der Formeln 2 und 3 in L-Form 
vorliegen. 



Hierzu 10 Seite(n) Zeichnungen 
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Abb. 2 




Einbau von [ 13 C 2 ]Acetat ( — und [ 13 C-Me]Methionin (») in Tubulysin A 




Lu 103 793 
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Abb. 4 GC-Spektren von Baustein I 
(FS-Hydrodex &-3P, 25m, 120°C) 
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Abb. 5 GC-Spektren von Baustein II 
(Permabond L-Chirasil-Vat, 25m, 80°C) 
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Abb. 6 GC-Spektren von Baustein IV 
(FS-Hydrodex B-3P, 25m, 165°C) 
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Abb. 8 GC-Spektren von Baustein III 
(Permabond L-Chirasil-Val, 25m, 80°C) 
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ABSTRACTED-PUB-NO: DE 10008089 Al 
BASIC-ABSTRACT : 

NOVELTY - Tubulysin compounds are produced by a 
multi-stage process using known and new starting 
materials and intermediates. 

DESCRIPTION - Production of tubulysin compounds 
(I) comprises: 

(A) reaction of a N-methyl-pipecolinic acid (II) 
with isoleucine benzyl ester (III) to give N- 
methylpipecolinoyl-isoleucine (IV) ; 

(B) reaction of a substituted thiazole-4- 
carboxylic acid (V) with a substituted pentanoic 
acid derivative (VI) to give a 2- ( substituted 
pentanoyl ) -thiazole-4-carboxylic acid (VII); and 

(C) reaction of compound (IV) with compound (VII) 
to give a tubulysin precursor (VIII) which is 
converted into a tubulysin compound (I) by: 
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(i) conversion of the 1 f -keto group into acetyl; 

( ii ) separation of diastereomer s ; and 

( iii) conversion of TMSE (undefined) into COOH . 
Rl = H; alkyl; aryl; or heteroaryl; 

R2 = phenyl or 4-OH-phenyl. 

INDEPENDENT CLAIMS are also included for: 

(1) compounds of formulae (V) , (VI), (IX), (X) (as 
the L-isomer or racemate) and (XI) and as well as 
their preparation; and 

(2) the preparation of compounds (IIA). 

Mi crotubuli -degrading ; cent ro some formation 
promoting . 

USE - Compounds ( I ) are potential cytostatics . 
ADVANTAGE - None given in the source material. 
EQUIVALENT-ABSTRACTS : 

ORGANIC CHEMISTRY 

Preparation : Preparation of compounds (V) 
comprises : 

(1) oxidation of the N-protected aminobutanol of 
formula (XII ) ; 

(2) condensation of the resulting N-protected 
ketone with a thiazole Wittig ylid of formula 
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(XIII) ; 

( 3 ) hydrolysis , preferably acidic , of the ethyl 2- 
(methoxypentenyl) -thiazole-4-carboxylate (XIV) 
obtained; and 

( 4 ) N-acylation of the resulting compound (X) 
(optionally after treatment with aqueous sodium 
hydroxide and/or TMSEOH/DCC (undefined) and 
optionally in the presence of sodium hydride) with 
an acyl halide R-CH2-C (0) OC1 (XV) and optional 
treatment with tetraf luorobutylammonium fluoride. 

Preparation of compounds (VI ) comprises : 

(1) oxidation of the N-protected-alcohol (XVI) and 
subjecting the resulting ketone to a Wittig 
reaction; 

(2) methylation and subsequent hydrolysis of the N- 
protected pentanoic acid ester (XVII) obtained; 
and 

(3) reaction of the resulting N-protected 
pentanoic acid (XVIII) with TMSEOH/DCC and then 
with tr if luoroacetic acid/dichloromethane . 

Compounds (IX) are prepared by reduction of a 
compound (X) , preferably using sodium borohydride 
in an alkanol . 

Preparation of compounds (XI ) comprises : 

(1) oxidation and subsequent chain-lengthening by 
3C of N-protected alcohol (XIX) ; 

(2) hydrogenation of the resulting N-protected 
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pyrrolinone (XX) ; and 

(3) subjecting the N-protected pyrrolidinone (XXI) 
to ring opening and subsequent ester if i cat ion . 

Preparation of compounds ( I IA) comprises reductive 
amination of a corresponding N-unsubstituted 
pipecolinic acid. 

Preferred Process: Step (A) is carried out in the 
presence of phosphonic acid diethyl ester cyanide/ 
triethylamine . Step (B) is carried out in the 
presence of pentaf luorophenol/ 

dicyclohexylcarbodiimide . Step (C) is carried out 
firstly in the presence of pentaf luorophenol/ 
trif luoroacetate and then using hydrogen in the 
presence of triethylamine/palladium on carbon. 

None given in the source material. 

TITLE-TERMS: PRODUCE COMPOUND COMPRISE MULT I 

STAGE PROCESS CONDENSATION N 
ISOLEUCINE SUBSTITUTE THIAZOLE 
CARBOXYLIC ACID DERIVATIVE 

DERWENT-CLASS: BO 3 BOS 

CPI-CODES: B05-B02C; B06-H; B0 7-D05; BO 7- 

F01; B0 7-H; B10-A12C; B14-H01 ; 
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CHEMICAL-CODES: Chemical Indexing M2 *01* 

Fragmentation Code F011 F012 F433 
HI H181 H2 H201 JO J011 Jl Jill 
M210 M211 M273 M281 M320 M413 
M510 M521 M530 M540 M720 N261 
N333 N511 N512 N513 N514 N515 
Specific Compounds RA5W7L 
Registry Numbers 485044 



Chemical Indexing M2 *02* 
Fragmentation Code B614 B711 B720 
B743 B793 B831 F010 F011 F012 
F014 F019 F020 F433 F710 G010 
G020 G021 G040 G100 G221 HI H181 
H2 H201 JO J014 J2 J211 J231 J271 
J3 J312 J371 J5 J581 KO L6 L640 
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N514 
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P633 


Markush Compounds 


005336701 











Chemical Indexing M2 *03* 
Fragmentation Code B514 B711 B720 
B743 B793 B831 G010 G100 HI H100 
H181 M210 M211 M250 M283 M315 
M321 M331 M343 M371 M391 M411 
M510 M520 M531 M540 M710 M720 
N224 N242 N261 N262 N309 N311 
N382 N511 N512 N513 N514 N515 
Specific Compounds RA5W7G 
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Registry Numbers 485034 

Chemical Indexing M2 *04* 
Fragmentation Code F012 F014 F710 
G010 G100 JO J011 J2 J211 J5 J581 
KO L4 L463 M210 M212 M272 M281 
M311 M315 M321 M333 M342 M373 
M381 M391 M413 M510 M521 M531 
M540 M710 M720 N242 N321 N362 
N511 N512 N513 N514 N515 Specific 
Compounds RA5W7I Registry Numbers 
485038 

Chemical Indexing M2 *05* 
Fragmentation Code F012 F014 F710 
G010 G100 H4 H401 H481 H8 JO J011 
J2 J211 KO L4 L463 M210 M212 M272 
M281 M311 M315 M321 M333 M342 
M343 M373 M392 M413 M510 M521 
M531 M540 M710 M720 N209 N242 
N321 N333 N341 N362 N511 N512 
N513 N514 N515 Specific Compounds 
RA5W7J Registry Numbers 485039 

Chemical Indexing M2 *06* 
Fragmentation Code G010 G019 G100 
JO J011 J2 J271 K0 L4 L463 M210 
M211 M272 M281 M311 M315 M321 
M331 M342 M343 M371 M373 M391 
M414 M510 M520 M532 M540 M710 
M720 N212 N213 N262 N305 N309 
N312 N321 N333 N511 N512 N513 
N514 N515 Specific Compounds 
RA5W7M Registry Numbers 485045 

Chemical Indexing M2 *07* 
Fragmentation Code F010 F012 F014 
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F020 F710 G010 G019 G020 G021 
G040 G100 Gill G221 JO J012 Jl 
Jill J2 J211 J231 J271 J5 J581 KO 
L4 L463 L6 L640 M210 M211 M212 
M213 M214 M215 M216 M220 M221 
M222 M223 M224 M225 M226 M231 
M232 M233 M262 M280 M281 M311 
M315 M321 M333 M342 M381 M383 
M391 M413 M510 M521 M522 M531 
M532 M540 M710 M720 N209 N213 
N242 N261 N321 N333 N341 N343 
N362 N511 N512 N513 N514 N515 
Markush Compounds 005336702 

SECONDARY-ACC-NO : 

CPI Secondary Accession Numbers: 2002-010126 
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